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ハブ咬症治療における特殊抗毒素の基礎的実験 










毒素と同じ程度に HR-1 を中和するが、HR-2 の中和作用を持たないことを報告している１）～３）。 
著者は、以前、マングースに 15 週間のハブ毒免疫を行い、抗 HR-2 抗体価を上昇させて、HR-1、
HR-2 をバランスよく中和するようになるかどうかを調べた。免疫期間中の 6、10、15 週目に採
血した血液を ELISA（酵素免疫測定法）で抗 HR-2 価の測定を行った結果、最も力価の高かった

















１．マングース IgG の分離と精製 
１・１．マングース血清 
 沖縄県の玉泉洞文化村より譲渡されたマングース（Herpestes sp.）10 匹をクロロホルムで
－ 37 －
深麻酔した後、腹大動脈から採血し、約 150ｍｌの血液を得た。血液は３時間静置した後、
3000rpm、15min.で遠心分離し、上澄みの血清約 70ml を分取した。 
１・２．マングース IgG の分離精製 
 免疫抗原として使用するマングース IgG は、MAbTrap GⅡキット（ファルマシア バイオテッ
ク）を使用したアフィニティークロマトグラフィーで、免疫していないマングース血清から分
離精製した。 
１・３．マングース IgG の純度 
 マングース IgG の純度の確認のために、セルロースアセテート膜を用いて電気泳動を行った。















 Protein pak G-DEAE（8.2×75cm：Waters）で高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を行い、
マングースγ－グロブリンを採取した。 












 15 週間のハブ毒免疫をしたマングース血清を、HR-1、HR-2 でコーティングした EIA プレート
を用いて、サンドイッチ法により以下の手順で行った。 
 HR-1 または HR-2 をコーティングした EIA フラットプレート（三光純薬）の各ウェルに検体
100μｌを分注し、37℃、30min シェーカーインキュベーターで撹拌した後、Auto mini wasyer
で５回洗浄を行った。洗浄液は 0.15M 食塩加 0.01M リン酸緩衝液（pH7.4）に Tween20 を加えた
ものを使用した。 
 次に各ウェルに、今回作製した酵素標識マングース IgG 免疫マウス血清（酵素標識抗体）を
適当な濃度に希釈し、これを 100μl 加え、前回と同様に 37℃、30min シェーカーインキュベー
ターで撹拌した後、Auto mini wasyer で５回洗浄を行った。酵素標識抗体の希釈には、１％牛
血清アルブミンと、0.05％Tween20 を加えた 0.15M 食塩加 0.01 M リン酸緩衝液（pH7.4）を使
用した。最後に、各ウェルに基質液 100μl を加えて約 10 分間遮光条件で反応させた後、１N
硫酸 100μl を加えて反応を停止させた。基質液は o‐フェニレンジアミン塩酸塩 35mg と 30％
過酸化水素水 30ml を加え、それを 0.1M クエン酸‐0.2M リン酸水素２ナトリウム緩衝液（pH4.8）
100ml に溶解したものを使用した。吸光度は Microplate reader MPT-32（Corona）で 492nm の
波長を測定した。血清中のタンパク量測定は分光光度計（日立 U-4000）で 280nm の吸光度を測
定し、血清 mg/ml＝1.25OD280 として計算した。 
 
６．タンパク量の測定 




１．マングース IgG の分離精製（図２） 
 MAbTrap G Ⅱキットを使用したアフィニティークロマトグラフィーで、マングース血清から




















１・２．HiTrap Protein G 1ml カラムの洗浄 
 カラムには防腐のため 20％エタノールが入っているので、まず、蒸留水 10ml、続いて結合バ
ッファー５ml で洗浄する。 
１・３．サンプル（マングース血清）の添加 





には Protein G に結合しない IgG 以外の血清蛋白が含まれているので、これらは波長 280nm の
吸光度測定をして、吸光度が充分下がったところで結合バッファーの送液をやめる。 





















２．電気泳動による IgG の純度チェック（図３） 
 アフィニティークロマトグラフィーで分離したマングース IgG の純度をチェックするため、
セルロースアセテート膜を用いて電気泳動を行った。結果と泳動条件を図３に示す。 Protein 































 アフィニティークロマトグラフィーでマウス血清を精製するため、まず、Protein pak G-DEAE
（8.2×75mm）による HPLC でマングース血清の精製を行った。結果と溶出条件を図４に示す。
５つの fraction が得られ、この中でγ－グロブリンに相当すると考えられる fraction１、






























 ゲルに HPLC で分離採取したマングース血清の fraction１、fraction２を結合させる。カッ
図４．高速液体クロマトグラフィーによるマングース血清の精製
カラム：Protein pak  G-DEAE(8.2×75mm）　　
試料：マングース血清
BufferA：pH=7.0  0.01M PBS
BufferB：pH=7.0  0.01M PBS(0.5M  NaCl)












溶解した後、水素化シアノホウ素ナトリウムを 7mg/g wet gel の割合で加え、室温で５～６時
間穏やかに撹拌した。 
４・１・５．ゲルの緩衝化 


























Flow：20ml/hour   3ml/tube
－ 43 －
５．酵素標識抗マングース IgG マウス抗体の作製 
 酵素と抗マングース IgG マウス抗体との結合は、過ヨウ素酸法６）で行った。操作の方法を以
下に示す。 
５・１．peroxidase のアルデヒド化 
５・１・１．Horseradish peroxidase（Sigma，Type Ⅵ）5mg を 0.3M 重炭酸ナトリウム溶液
1ml に溶解させた後、0.32% p‐ホルムアルデヒド 25μl を加え、室温で 30 分間撹拌する。 
５・１・２．無水アルコールで、0.1%フルオロジニトロベンゼン（FDNB）（Merch）溶液を作り、
その 0.1ml を５．１．１の酵素液に加える。 
５・１・３．さらに 0.04M メタ過ヨウ素酸ナトリウム（NaIO４）水溶液を１ml 加えて 30 分間、
室温でゆっくり撹拌し、酵素をアルデヒド化する。 
５・１・４．1.6M グリセリン溶液 0.1ml を加え、室温で 1 時間撹拌し、酸化を終わらせる。 
５・１・５．１ℓの 0.01M 炭酸ナトリウム緩衝液 pH=9.5 に一晩透析して、FDNB を除去する。 
５・２．酵素と抗体の結合と酵素標識抗体の作製（図６） 

















 ハブ毒で免疫したマングース（n=5）から免疫期間中 1 週目の基礎免疫後、６、８、10、12、







Flow：20ml/hour   4ml/tube
－ 44 －
 ６・２．酵素標識抗マングース IgG マウス血清による抗体価測定（表１） 
 作製した酵素標識抗マングース IgG マウス血清で serum６、serum10、serum15 の抗体価を測
定した。結果を表１に示す。 
 作製した酵素標識抗マングース IgG マウス血清は、マングース IgG だけに特異的結合するも
ので、標準抗毒素の抗はぶウマ抗毒素（ウマの IgG）に反応しない。そのため、毒素 HR-1、HR-2
に酵素をラベルしたときのように抗体価を単位で表すことはできないが、毒素を酵素でラベル
した酵素標識抗原を使用したときの 100 分の１レベルまで低い抗体の検出が可能となった。 
 また、抗原に酵素をラベルする場合、抗 HR-1 価と抗 HR-2 価の測定用にそれぞれ別に作製す
る必要があるが、抗体にラベルしたコンジュケートを使用すれば、プレートを別々にするだけ




効率よく IgG を分離できた。 
２．マウスをマングース IgG で免疫することにより、マウスは良好に抗マングース IgG 抗体を
産生した。 
３．作製した酵素標識抗マングース IgG マウス血清を用いて ELISA を行うことで、毒素を酵素




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 週
0.2 0.2 0.03 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8 1.2 1.8 1.8
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑







×800 ×1600 ×3200 ×6400 ×12800 ×25600
抗HR-1抗体
serumu 6 1.622 1.894 0.773 0.400 0.378 0.252 
serumu10 2.535 2.648 2.156 1.596 1.435 0.896 
serumu15 2.732 2.867 2.340 1.710 1.485 1.044 
抗HR-2抗体
serumu 6 1.243 1.045 0.860 0.564 0.197 
serumu10 1.647 1.439 1.269 0.963 0.590 
serumu15 1.645 1.471 1.288 1.057 0.571 
－ 45 －
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Experimental Study on a Unique Anti Venom for the Treatment 
of Habu Bites 




We were able to separate the IgG from the mongoose serum efficiently by 
affinity chromatography using a MAbTrap GⅡ kit. Further, by immunizing the 
mice with mongoose IgG, the mice satisfactorily produced anti-mongoose IgG 
antibodies. By performing the ELISA using the prepared enzyme-labeled 
anti-mongoose IgG mouse serum, we were able to increase the sensitivity of the 
detection of anti-HR-1 and anti-HR-2 titers by approximately 100 times 
compared with the conventional measurement method. 
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